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VERWENDUNG VON 5" SUBSTITUIERTEN NUKLEOSIDEN ZUR HEMMUNG VON RiESISTENZBIL 
DUNG BEi DER ZYT0STATIKABEHANDLUN6 UNO ARZNEIHITTEL, ENTHALTEND DIESE 
NUkLEOSIDE • . :. : 



Das Auft:re1;en. yon "Arzneinittel-Resist^^ i|er 
. .. Hauptgrund. ffir FehlschlSge in der Krebs-Chfempthftri- .. . . 
pie. Ttimorfen; welche anfamgs enilpfindlich auf Zytbsta- 
10. -tika reagieren, erholein sich sehr hMufig nac^ einer 

gevissen. Behahdlungszeii: und sihd dann resi^t:ent ge- . 
genilber. der wirkung verschiedienartiger antineoplasti- 
. scher Arzneimittel • Obwbhl das i^oblem der "Arznei- 
' iai't^el-Resis'tenz** schbn seit 1948, dem Beginn der 
15 . . . Krebs^liherapiiB . mil: Zytostatika , bekanril: ist « viirde; bis 
heu^e keixi Wc^g gefunden, die Resistenzbildung ' zii. ver-^^ 
hihdern . - Ghiarakteristisch ;f tb^^ bisher untersiich- 

. t:eh hpchresistenten Tumpren und Zellinieh ist die 

: Amplif ikatioh (Vervielf achung) einer kleinen Gruppe ! 
20 von Genen. Als Folge dieser\.bNA-' Oder G^nampiif ika- 

tion kann. eihe jerhohte Sxpresisioh dieser Gene • nach- 
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gewiesen verdeni welche zur Reslstenz igregentlber den 
Ar^neimittei fUhrt. Als Folge dieser PNA-Amplifika- 
tion kann eine erhShte Expression verschiedener Gene 
nachgewlesen verden. Schutzproteine, die zur Aus- 
5 ' schleusung vpri Gift^toffen aus der Zelle dienen, kon- 
nen so yernehrt gebildet werden (P-Glycoprotein) . 
Dieser Effeki: wird auch als "pulti-^drug-resistance" 
(MDR) bezeichnet. 

10 . ^ Zusktzlich zur MDR kprreliezri: d^r 

: gewisser Gene, vor allem gewlsser Onkogene , mit: dem 
Grad .der MalignitSt:. So sind die tiberlebenschancen 
. bei einer Amplif ikatipn von ERVV2/ RASkI, INTB, HSTlv 
MYC und KSRAM beim Magenkrebs (Hirohasi, S. , and . 
15 :. Sugimura^ T. Genetic alterations in human gastric 
• cancer/ ..Cancer cells (Cold, spring; Habor) , 3: 4^-52, 
;. liSfdi) iind EIUB2^u 
y\ -yC f, Garsrett, C.T., ;WilKinson, D.s;.; Silverbergr',; S. v . 
Comer ford, J*, and Hyde/ J.' Protponcogene amplifica- 
20. tion and tumor pioidy in human ovarian neoplasm. 

Hum.Pathol. , 21:382-^391,1990) sehir schlecht^ Beim 
Brustkrebs korreliert die Ampli£ikation von MYC 
. (Borg, :A* , . Baldetprp, , Ferno, M. , Olsson,. H. , and . 
Sigurdsson/.H. =C-myc amplification is an independent 
25 / . .. prognostic factor in ppstmenojpausal breast cancer. 

Int. J. cancer, 51:6^7-691,1992) uhd; Cq-rAmplif ikation 
, von INT2 und. HSTl (Borg> A. fi^ Clark, 
. : G.,M., etai.. Association of .1^ 
tibn in primary breast cancer w 
30.. : phenotype and poor jprognpsis. Br . J.Cancer'; 63:136-^ 

.. 142, 1991) mit dem Krahkheitsverlauf ; Die Amplif ika- 
...y tion von ERBB2 (Descptes,; and Ades-? 

; si,. G.L; Human breast cancer: cbinreiat ion; s^ 
. .. between HSR72/neu amplification apci iprpgnostic. 
35 . factors in ain unselected population. . Anticancer Res . , 




^ \ / l^^ und EGi^K (Kli jn, J.G-M. , Berns, 

F.M. J.J. ; Schjniiiz ,/ P 

clinical significance 6 . 
receptor (BGF-R) in human breast cancer: a review on 

. 5 5232 patients ^ Endocr. Rev.; 13:3-17,1992) ist xnlt 

einem schlechteri Krankheitsverlaiif verbunden. Beim 
osbphaguskarzinom korreliert die Co-AmpiiiCikation Von 
HSTl und INT2 mit dem Grad der Metastasierung (Tsuda, 
T. , Tahara, E- , Kajiyama;. G. , Sakanbto^ H w Terada, 

10 M.; and Sugimura, T. High incidence bf coaiaplif ica- 

: ' . . ti'on of hst-^1 and int:f-2 genes in ; htxinah esophageal 
carcinoma^ 

Zusainmenfassend kaiin festgestellt werden, dafl durch 
15 chronische Behandiung mit kanzeroge^ 

indtizierte Genamplif ikation nicht niir zur Resistenz 
' gegenUber dieser Efehandluhg ftthrt, sondem auch .zur 
Ober express ion geWisser Onkocjiene^^^ den. Grad ider 

Malignitat kontr oilier eh. 

£i$ . sirtd .eihe l^eihe von Siibstanzeh beschriebeii wbirden, 
die der verworbehen Arzheimittelresistenz ent^ 
ken; Hierzu gehoren die von Kennedy (Kennedy, A.R., 
Prevention of Carcinogenesis by Protease Inhibitqrs> 

25 Cancer Res., 54 : 1999-2005, 1994) beschriebenen Arbei- 

. ten Uber die ahti-kanzerogenen Wirkungen von Prote- 
. ase^Inhibitdreh. Diese kSntien karlzerogeni'nduzierte. . 

Genampliif ikation auf hahezu normale Level, herunter- , 
drUcken. Kennedy . beobachtete,. .dafl strahienihduzierte 

30 Genamplif ikation in glisiibher Weise unterdrUckt wir^d, 

wie es ihrer FMhigkeit entspricht, strahlenlnduzierte 
Trans fbrTnatioh zu uhterdriicken^ ^b daS auf einen ^ur^ 
sainmiBhhang zwischen beiden Prozessen geschlossen 
wird. Dariiber hinaus wirken protease-Inhibitoreh als 

35 Antagohisten Von (co--rekbxabinbgerien) ; Tumor-Promotbr 
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bei Auslbsung von Trans f6rmat:loh in vitro. Protease-! 
Inhibitoren verden auch als wirkungsvolle Anti-Promo- 
: .. toren in In-r:vivo-Untersuchungen besc^ (Trbil, 
. W. , klasseh. A* > and Janoff , A. Tumorigenesis in 
5 : ^. inhibitors of ' 

proteoses... Science (Washington DC) 169:1211-1213, 
;.i97d). • 

; Aus der Literaturstelle Moscow, 1. A. , and Cowan, K.Hi 
10 : : Mu?.t idrug Resistance . J* Natl Cancer Inst . 8 p : 14-2 p 
i9B8, ist bekannt, da3 Verapamil der MDR entgi^geh- 
wirkt. Dieser "calcium chiinnei blocker" erhoht die 
Zytotoxizitat durch Erhohurig der intrazellulSren Ak- 
, ; kumulation von Arzneimitteln- Wahrscheinlich ge^^^ 
15 schieht di^ eine Wirkung^auf das P-Glykopro-;^^^^^^ 

tein Oder ahdere Trahsportpx'oteine . Die Toxiz itat . 
^ ; : . ;^d^^ Substanizen, wie. {z«B«: Quinidin, V 

/steht ihrem kiinischen Einsatz. im Weg^^ 

20 . Ausgehend hiervpn/ ist es die Aufgabe der vorliegeii- 
deh Erfindung, eine wirksame Substanz z\ir Verhlnde- . 
rung bzw. Reduzierung der Resistenzbild 
" der .Zytostatlkabehahdlung anzugeb^n und ein entspre- 
. \ ' chehdes Arzneimittel vpr 



25 



30 



Die Aufgabe in bezug auf die Substanz wir^ durch die 
kennzeichneh^en Merkmale des Anspruched. 1 geifist, in 
bezug auf das Arzneimittei. durch di^ Merkmale des 
^An8pruches,.9-.. 



Erf indungsgemSfi wird somit vorgeschlagen, die Resi- 
: : stenzbildung durch gleichzeitige Gabe von 5/. subst 
V tuierten. Nukleosiden und einem Zytostatikum . zu ver- 
V . hinderh bzw. . zu 'reduziereh... Es hat sich Oberraschen- 
35' derweiise gezeigt, dafi 5' Niikleoside die Entstehung 
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voii kaiizerogehinduiierteh Gen 

dert Oder zuiaindest aWchwScht : DadV*ch wird . die. Mog- 
iichkeit erSf fnet/ durch gleichzfeitig^ Gabe dicser 
Nukleoside mit eineia;^^^^^^ 

. Resist^h^en gegenUber '. die^em Atzneimlttel zii yerhih- 
: derii uiid auch den Grad der MaiigriitiSt zii Jjeeinflus- 

Als Beispiel ftir 5'Nuk.leoside Bind .zii nenften: 5-(2- 
bromoVinyl-2'-dob3^ridin (BVDU) / (E)-5-(2-bromoyi- 
nyi) -i-B-^D-arabinof uiranosyiuracil ; (E)-fe-(2-bi:oiBOvi- 
nyl-2 ' -aeoxy-^4 ' -thiouridin J^^^ 
\ tidin; 5-Jodo-2 r-deoxyuridin, 2 '-beoxy-5-trif iuoirdTBe 
thy lur idin . beWonders bevbrzugt, ist BVDO und ( E) -5- 
(2-6roaov.ihyl-')uracyl. (6VU). . . 

pie Erf ihdung betrifft weifcerliin Arznei^^ zur • • 

: Vbrhindermig der ResistjeniBMifelidung gegen^^^ 2yto- 
fiiatikabehahdlu^g , '. ^ die • 5 ' Nukleosidie - enthalten . Die 
• 5 ' ilijkleoside siiid dabei in der Formuii<Binarig d^s Arz 
lieimittels in eiher Meinge ^hthaltertv 91I8 der eirie 
Konzentration Von 0/05 Mg/n»i Mg/ml im Blut 

• resultiert. In VersUchen konnte gezeigt werden, dafi. 
der bptimaiie Bereicli; . 
• : ■ •. -iie^t.-. ■;• • • 

pie Zyto^tatika kSnnen dabei in den Ublic^hen bisher 
bekannten Mexigen in der ForTBulienmg enthalteri sein 
: : ibkhirpv ■k:/ Piper, C.E.; Baiwierz, p.S^; and 

Gaririot, M.L. (1992) Genbtoxic properties of (E) -5- 
. / (2-bromovinyi),-»2'-deoxyuridirie (BVDU) . 

andi Applied tpxicblpgy, 18, 491-498) . ^eispiele ftir 
: .• Zyi;ostatika sind Cyclbphbsphamid und andere Alky3:an- 
■ tien, Antimetabolitie Wie Methotrexat, Alkaloide wle 
Vinblastin, Antibiotika wie Bleomycin; Cisplatih.so 
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wi^ anclere ^^tof f e. Welterc Beispiele f Ur Zytostatika 
sind aus "Rote Liste 1995", Editip Cantor Verlag fUr 
Medizin und Natiirwissenschaf ten, Aulendorf /wUrtt. ^ 
1995,.. 2u entnehmen. 

Die Trager-,; Zusaitz- und Hilfsstoffe entspr^chen de- 
neHf wie sle bisher: aus dem Standi der Technik bekannt 
sind . Das ArzneimittiBl selbst kann dabei ;in fester 
Oder f lUsi^iger Form Oder auch als Spra yorliegen. 



10 



15 



Die Erfindung wird nachfolgend anhand yon Model 3.ver- 
suchen nShex: erlSutert.. ... 

.a; 'Modellsiibstaiiiaen / - 



Fiir die Untersuchung von Amplif iKatidnsphanoinenen 
- dient eirie^ Hamsterzelliriie^ die ein Virus (Simian Vi- 
; rus 4 0) im Genoin integriert ehthfilt. Bekannt ist tVtir 
diese Zellinie, dafi ein<e Zugabe gehotpxischer Sub- 
20 stanzen/ aber auch yerschiedener ••nichtgenotbxischer" 

. Xanzerogene und Tumor-Promptoren zur Ainplif ikation 
von SV40-PNA iin Hanstergenom tiihrt. Die Hethode be- 
ruht darauf; daB als Sonde dienende aiarkierte SV40- 
DNA mit HanisterzellT-DNAj die SV40-DNA iii amplifizier^ 
25 ;ter Kopienzahil ehthSlt, hybridisiert wird. Die Henge 

gebundenef Sonde gibt AufschliiB fiber den Aiaplif ika- 
. : .. : . tibn.s der integrierten Virus-DNA. : 

Zur Bestiminung des Amplifikat 
30 zeitig mit der SV4 0-bNA die Album ih-Gen-DNA gemessen. 

Pas Albumin-Gen wird nainlich im. Gegehsatz zur SV40- 
bNA tn/derZelle nicht amplifizie Wert des 

. relatiVen SV40-DNA-Gehal^ sich demnach aus 
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dem Quptienten des Signals der mit .SV40-DNA hYbri- 
. disierten .DNA-sbnde zu dem Signal der mit:, Albiimlh-^Gen 
hybridlsierten bNA-Sonde aus den^ 
. mierten embr^^ 

. Ais, Modellsub^tanz^n dient^ . .. . 

. \ Mutagene und rekbmbinogene geriotbxische Karizerb-. 
gene (Positiv-Kontrolle) 
10 Triethylerimelamin (TEM) 

; 4-Nitixi6chinblin 1-Oxid (4-iiQO) 



I .; . Nidit-kanzfroigehe, (Neg^tiv-Koiit^ weldhe ' 

. • . wilder Mut;ationeh noch. Rekombinationen induzi^^ 

;;• . .. 15 • Acetori ''^z-' 

1 * : Diinfetihylf ormainid-" J • ^• 

■|* 3. Co-rekombihogene Txmor-Prombtbren . / . 

' '/ ' .i ' ' ' Mezerein . 

J : 20- . ^ ;;i2^-tetradecanoyi-phor^^ 

./^ Chryssirobin ■ ^ • :\- 

^ • . ■» -'Cbumarin' . • . , 



,4 . Rekombinogene. nicht-genbtoxische Kanzerpgene xait 
25 : . . • unbekanntein Wirkmechanismus ; 

Thioacetamid . • 

. . '••;..Acetamid' ' . ' 

j5.. Testosterori nach: Metabblisiet^ 
30 bermikirpsoinen (S9>-Mix) . sowie pifihe S9-Mix. 

•Testosteron/wirkV : 
. . mit S9-fMix anti^rekombinog^^^ . / V 
ohne S9-Mix co-rekombiiibgen 



Die Wlrkung der obengenannteri ModeXlsubsiiaQzen allein 
Oder in Kbiobinatlon mit; elhein Kanzero^en vnirde im 
GenanpllfiJcations-System unteirsuc^ 

Die Ergebnisse mit den Modell^ubstanzen slnd in den 
Figuren 1 bis 3 zusammengefafit ^ 

ipie . Nicht--Kanzerogene Aceton : und Dimethyl formamid 
zeigen Iceine wirkung. 

Aile anderen Substanzen; die nicht-^genotoxischen Kan- 
zerogene mit unbekanntem * wirlcniechanisxau Thioaceta- 
mid und Acetamid, die genotoxischen Kanzerogene TEM 
und sowie die Tumoir-Proinp Mezerein, ' 

12-0-tetradecanoyi-phbrbbl--i3-;acetat (TPA) , Chrysaro- 
bin und Cdumar in , f Ur sich aliein gegeben/ erhShen 
die 9V40-Geneunpiifikation. \ 

Teststeron erniedr igt mit S9-Mix die amplif izieirende 
Wirkung von Methotrexate (MTX) /^©^ erhSht es 

die amplifizierendei Wirkung von AminpT6~9iercaptopurin 

(AMP). ;• 

biese Ergebnisse zeigen eine Obereinstiminung zwi3<i:heh 
der! Auslosung von Rekonbinatioh . und SV40-rGenainplif i- 
katibn. ** -'^ •■.:''■'•*.•'■■.'-'• ' ' • • 

B • Hemmuiig kanzerogenindtizierter Genamplif ikation 

dur ch ( E ) -5«^ ( 2 -fBromovitiy if ) -2 ' -^deoxyur idine 
• ^^ ^(Bymj) .-. V' 

Die Ergebnisse sind in deri Figuren 4 k>is 7 ; zusammen- ; 
■ gefaBt-V' ; 




wo 96/23506 . . . i ■ PCT/DE96y00169 



BVDU liat:te :.iia Ver^ mit Hefen: (Figur 4} ieihe anti- 
xrekoinblnogene . un* co-mutagene 'Wirkung gezeigt . Diese 
Wirkung -war Iri Gegeriwart yon . Lebermikrosomen (S9-Mix) 
ih: riiedrige^^^^ slqhtbarer als. in Ab- 

5 : wesenheit ybh S9-Mlx und auch ^ehr viel ausgeprSgter / 
. Eiiie Me^abolisierurig von 'bvdu yerstSrkt also den 
Vi' --. . antlrekombindgenen Ef f ekt,^^^ ■ 

• . . BDVtJ zeigt in klinisch releyant^h^^^ oine Heiununig 

3L0 . * : ';AMP-indu2iiBr1:iBr .GenampliiEikatiion;.; Der £f f ekt: setzt \ 
^ ji^i; etwi .0/05 iig/mi eih und filhiii:: dosisabh^ biai n 

5 jig/ml t\x eirtery v611standi§fen He^ 
' . zleirten G.enaioplif ikatipn : (Figxur 5) i . 



|. . 15 Der unabhahgige . Wiederholungsversu^^^^ 

I : ; zirigebnis (Figur 6) . DarUber hinaus sckeiht BVDU al- 

I lein den epontanen Amplif ikations5n^"ad ieicht-.z^ fer;; 

i niedrigen. ; . < • . 



.i 20. . \.Zugabe von S9-Mix zei^t .ebenf alls^ 

1 AHP- induzierter Gehan^^ Dieser erfolgt al- 

j lerdings in einem niedrigeren Dosisbereich als in den 

I Versuchen ohne S9-Mix. Eine mogliciie Metabo^sier^^ 

i ^ . von BVDU Bcheint: den amplif ikationsheiniaenden Effekt 

] 25 also noch zu verstkrken (Figur .7) . . Dies vrQrde die : 

I Reievanz der Ergebnisse noch verstlirken. 

1 . Zusammenf asisend ka^ 

1 geninduzierte Genamplif Ikation henunt* Dies erSf fhet 

1 3b die M5glichkeit durch igleichzeltige Gaijbe yon fiVDU: 

i mit eineil iytostatikum die jEnts 

r \ • gegehUber diesem Arineiiaittel z^ yerhind:ern: und die.. 

l-.'-' •* ■ ■ • HalignitiSLt ^u- erniedrlgen. [ /[ 
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C . yerhindarung der Bildung von ■•Kult:i-*Drug-»R9ai-^ . 
stance" (MDR) in menschllchan und tlariaclidih 
TtmorBallon geganiibe^^^^^ 
: \ - durch glalchzeltlga Gaba von BVDU 

V pie nenschllche Tumorzeilinie K562-WT (Fig, 8) 'und 
. die Tumorzellihie F46-WT der Maiis (Fig. 9) (WT = - 
Wiidtyp = empfindlich gegentiber Zytpstatikabehandlung 
« keine. Ainplif ikation des HDR-Gen^) yurde Uber mehre* 
10 v re Wpchen ttit stufehweise . steig^^ Konzentrationen 
^ von Adriamycin behahdelt:. Iin Lauf e der . Behandliing 
erwarben die Zellen eine Resistienz gegehtiber dieser 
Behandlung. Wirken gegeiitiber nichtresistenten Zellen 
' 20 ng/xal. Adriamycin biei einer Behandlungszeit von 
15 4 Tagen stark tpxisch/r so sind die Zellen nach Lang- 

• zeltbehandliung m^t stufenvejLse steig^nden Konzeiitra- 
tioneii gegenOber 20 ng/ml Adriamycin yOlllg unam-^ . 
pf indlich geworden (Figuren 8 undV 9) . Die Resistenz^ 
bildung beruht auf der Amplif ikation des imR-Gens. • 
20 'Nachgewiesen wird dies mit Hilf e der Northern-Tech- 

, nik, eines Verfahrens zum Nachweis von RNA*»Molektilen, 
also der Translcription eines Gens, unter Einsatz des 
:HDR-Gensals Sonde (Figur 10) .Resistente Zellen zei- 
gen ^in^ Bande, nichtresistente :zellen (Zustand am 
25 • Beginn der Behah izeigen keiiie Bande 

In ParallelversiiLclieh wird Adriamycin mit entw4der' 
' . ' Pr^ Oder 1 /ig/ml BVDU zus£u&men geg^^ (BDVli wirkt in 

menschlichen Tumorzellisn er^t ab .et^^ lO /ig/mi to- 
30 . ; xisch, in Zellen der Maus a> etwi a /ig/mi (Figuren 8 
} und 9) , BVDU verhindert die Resistenzbiidung gegen- 

liber Adriamycin; Die Tximprzelien bieibeh empf indlich 

gegentiber der Zytostatikabehandlung und sterben ab . 

Die Wirkuhg des BVDU ist so stark, daB die Behan4iung 
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. . durch Ruhepaus^n (Wachstum phne Substanz^h) unterbro- 
Chen werdea muBii. sich der Veirsueh also tiber 6 bis 8 ! 
;.• Wochen .etrstr eckt . . '; 



5 . . BVDU + Adiainycin-Behandiurig fUhrt ^^2^ 

. schwSchereh Amplifikatioh des MDft-Gens als Adriamy-r 

, ciri-Behandlung allein (Figiir 10) Der Effekt der 

: BVDU-Behandlung ist in Wirklichkeit noch . sehr viel; 
gr5Ber, al? die Abschwachurig der Bande ausdrtlckt/Ato 

i .10 Ende der 6eilahdl\ing bl^ibeh nfiiniich nur Zellen tibrig, 

I ; V die wenigstehs eine igewissia Resist^nz gegei^ 

V AdriaraycinrBehandlung erworben baben • Die ihf olge der 

:| BWy-Behandlung nichtreis intent 

;| sind beireits vbrher abgestorben, Der ; 6igentlich rele- 

'\ /■ ±s '[./'■ vante und mit Hiife der Npr^ 

I bare Effekt besteht deshalb im Absterben der riicht- 

r rfesistenten Zelien/ welche in den Inaktivierungskur- 

I \ . v .. Ven (ifiguren 8 und 9) gemessen wird. ; : 

I 20 > , Da die JlesiistMZbildung g^gentt^ 

I lung in nenschlichen- eberifalls auf . der •Ampltr' 

| > . f ikatib^ ded MDR-rGens beihiht/ . isfe durch die Kombiria- 

/. tion von BVDU mit: einem beliebigen Zytostatikum die 
5 . Moglichkeit: geboten, die Therapie in niedrigen Dosen 

;^ 25 . luid Uber langfere Zeitra\une als bisher durchiEufllhren. 

j Ubr'igen ist die Yerhinderung der I^esistenibildung 

j auch fUir . andere Anwend;Ungen von groB^r B 

i . D. Veirhindairung dieir Bildung yoii ••MultiTD^ 

] .30 ... st:anae«' . (MOIt) in TumorBellen gegenttber .Zytosta- 

5 . tikabohandlung durch ^Iciiolizeitige Gabe von an-^ 

ti^rekbiDb.inogenen 5 'subs titular ten NuXl^ 

• ■" ■ ' . . * . ■ . . . ' . . 

. In den Figuren 11 und 12 ist zu sehen, daB die anti- 

[ 35 rekpmbinoicrene Wirk\ing nicht niir spezif isch fiir BVptr , 
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glll:^ sondern eine Eigenschaf t aller- S'-substituier- 
- .-ten KukleQslde. ist. 

v\ Fig- 11 zeigt cjabei die anti-rekbinbinogeneh Effekte 
5 \-[y^ (E)-5-(2-broinovinyl)-2^-deoxyuri^ (E)-S-(2- 

brpmovinyl) -i-6-D-afabinof urano^^^^ und (E) -5- 

(2~bromdvinyl)-2/-deoxy-4'-t^^^ in Saccharomy- 

■/•;•'• ces.,-cerevisiae'MP,i,. und; • 

10 . . *Fig. 12 die. ant:l'»r:ekoiDbinogenen £f f ekte' von S-Jodp- 
2'-deoxycyt:idin, 5-Jodo-2'-deoxyuridin und 2'-Deoxy- 
5-t:rif luorom^thyluridin in Saccharoskyces cerevisiae 
-Mpi. v ' ■ ; - ■ ' ' 

15 pie Tumorzellinie F4-6-WT der Maus (WT « WiXdtyp « ' 

■ '-^ eopfindlich gegenUber 2 » keinie 

: AaiE^lifikation dias MDR-Gens) yurde (U^eir inehzrere Wochen 
ttit stuf env^ise dteigonden' Konzentrat Adria*. 
.. . aiycin behi^ndelt;. Im Ljauf e der Behandlung erva die 
20 - Zelleh ein^ Resistenz gegentiber dleser Behandlung; 

Wirken gegenttber nichtresistfenten Zelleh 20 ng/ml 
Adriamycin bei einer Behandlungszeit von 4 Tagen 
stark "toxisch/ so isind die Zellen liach Langzeitbe- 
: ' : h^ndlung mit 6t:uf enweise steigehden Konzehtirationen 
25 : . : gegeniiber 2 0 ng/ml Adiriaipycin vollig unempf indlich 
. gewordiin (Figur 13 und 14) . Die Resistenzbiidungbe- 

ruht: auf der Amplif ikation d4s HDR-Gens. Hachgewiesen 
: ; wurde dies, nit: Hilfe der Northern-Technik, eines Ver- 
fahrens zum llachweis von RNA-HolekUlen, also der / 
30 Transkription eines dens, unter Ein^atz des MDR-Gens 

als Sonde (Figur 15) : Resistente Zelleh zeigen eine 
. : * Baride, hichtr^sistent(^ Zellen (Zustand am Beginn der 

- : Behandlung) zeigen keine Bande.. Die Level von B-Actin 
ml^A^^ analysiert. 
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■ ; B-Actdin vurde als interne Konttroile J fttr die FNA-Menge 
; ' 'benutzt.*' . ' * V . * ,\' 

in Parallelversic^^^ 1 Mg/f»l 3® 

5 eines 5'substituierUh n\&^ zusammen gegeben / . 

All^ SocAs S'-substituierten Nukledside verhindem 
die Resistenzbildung gegenUber Adriamycin. Die Timor- 
ielleh bleiben empf indlidh gegenUber der ZytostatiKa- 
; behandliing und sterben ab. Die Wirkung det /B'substi- 
tuierteh Nukleoside war so staiMc; dae die Behan41ung 
diirch Ruhepausen (WachstuiB ohne Substanzen) unterbror 
Chen warden miiBte, sich der . yers>,ch also ttbet 6 bis 8 
' Wbcben esrstlceclcte . ..• • 



10 



15 



Fig\ir 15 zeigt die. Northern Blot Analyse der .RNA: 
. Expressibn der MDR-Gfene in der Tuoorzellinie F4-6-MT 
der Kaus. Die Level von B-Act In mRNA wtirden ver- .. 
gleichsweise ebehf alls analysiert . fl-Actlh wuirde als 
interne Kontrblle fUr die BNA-Menge benutzt^ 
20 pos. Adriainycin-resistente F4-6-WT ZelUn 

heg/Adriaiiiycin-einpfindliche F4-6-MT Zellen 
1 1 Mg/»1 (E) -5- (2-:broinovinyl) -2 ' -deoxyuridiri + 
Adriamycin 

.2 1 Mg/»1 (E) -5- ( 2-br6inovinyi-l-fi-D-arabinof urano- 
25 syl-uracil + Adriamycin • . 

. .3 1 Mg/inl (e)-5-(2-bromoyiriyl-2'-de6xi/-4'-thipuri- 

din + Adriamycin ..• • 

4 1 /ig/ffll 5rjodo-2.'-disoxycytidin + Adriamycin. 

5 1 Mg/mi 5-Jod6-2 '-deojcyuridil? Adx^i^ycin . .. ; 
• 6 1 kg/ittl 2^-0eoxy>-9-trifluor'omethyl^^ + 

■. Adtiamycin 

7. X ng/nl tE) -5-(2-brompvinylr)-2''-de9xyuridine 
. ; (BVpU) +. Adriamycin 
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14 



10 



15 



S'-substituiertes Nukieosld + Adriamycin-Behandlung 
ftlhrt 2U einer wesentlich schWSchereti Ampliflkation 
des MDR-Gens als Adriamycin-Behandlung allein (Figur 
15). Der Ef fekt der Behandlung i$t in Wirklichkeit 
noch sehr yiel grSBier als es die Abschwachung der 
Bande ausdrtickt. Am Ende der Behandlung blelben nam- 
lich nur Zellen Ubrig. die wehigstens eine gewisse 
Resi9tenz «egenttbetf der Adriainycin-Behandlung erwor- 
ben habein. Die infolge der BVbu-Behandlung hichttesi- 
stent gebiliebenen Zelien sirid ja bereits vofher abge- 
s tor ben. Der eigentllch relevante und mil: Hilfe der 
Northern-Technik nicht faflbare Eife^kt besteht deshalb 
im Absterben der nichtresistenten Zellen, weicher in 
den inaktivierungskurven (Figiir 13 und 14 ) gemessen 
•wurde. . ■ • " 



Pateiitensprttclie 



Verwendung von 5 ' ^substituierteri Nukleosiden in 
kombination mit mindestens eincin Zytdstatlkum 
ziir Herstelliing eines Arzneimittels zur Verhin- 
derixng bzw . Reduz ierung der Resistenzenbilduiig 
bei deir Zytostatikabehandlvin^ ' 

Veriurendung iiach Anspruch Ir . . 
dadiurch gekennzerichnet, daB als Kukleosfid 
; (E)^5-(2--Bro;in6vinyl7) ' -deoxyur idin (BVDU) 
und /Oder seine . Metaipoiiten . verwendet werdeh . . 

Veirwendung nach Anspruch 2,. : ' 
dadurch gekennzeichhet / daB . als Meta;bQli1: (E) -5 
( 2r.Broinovinyl-^) -uiracyl;. (BVU) verwendet wird. 

Veryehdung-nach Anspruch 1> 
dadurch gekenn^eichriet, dafl ails Nukledsid (E)--5 
(2-broinQvinyi) -l-B^D--araiDinbfuranbsyi^^ / 
und/oder seinia. M^tabolilien verwendet werden. 

Verv^ndiing hach.. AnsprUch 1 # : 
dadurch gekennzeichnet, daB ais Nukieb'sid (E)-.5 
( i-brpmpvihy 1 ) -2 ' -rdeoxy-^4 '.-thidxiridin uhd/ oder 
seine Metabolitian vferwendiet werden; 

Verwendung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet , daB als Nukleosid .S-Jp-r 
do-2 '-deoxycytidin und/bder seine Metaboliten . 
verwendet . Werden. 



Veryendung nach Anspruch. 1/ 

dadurch gekennaieichnet, da6 als Nukleosld 5-J6- 
do-2 ' -deoxyuridin und/bder seine Hetabollten 
"vervende.t: verden.- 

yervehdung. nach Anspruch 

dadurch g^Bkennzelchnet, daft als Nuklepsid 2'^ 
beoxy^s-trlfluoromethylurl seine 
Hetiaboliteh vervendet yerderi. 

Arzneiinittel , enthaltend s'-siibstitulerte Nii- 
Hleoside, nach inlridest:ens einein der Ansprtiche 1 
bis B, in einer Menge, aus der eine Kpnzentra^ 
tion yo^ Q,p2 jug/ml bis io pig/mi iih Blut r^sul^ 
tiert, nindestens ein Zytostatlicum und Ubliche 
TrSger- und Hilfsstoffe. 

Arzneimittel nach Anspruch 9 > 
dadurch gekennzeichnet:/ daft d^ 

einer Menge eh tha It en sind, alas dei: eine Konzen- 
tratibn von 0,05 Mg/ml bis 5 Mg/mi im Blut re-" 
suitiert • • 

Arzneiinittel jt)ach Anspruch. 9 oder 10, 
dadurch gekennzipichnet/ dajB die Zytostatika aus-^ 
gewahlt Bind aus Aiitaloideri^ Al)^^ Aiiti^. 
m^etaboliten, Ahtibiotika Oder Cisplati^^ 
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FIG. 14 
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A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 ' A6:lK31/7e . 








Acponiliif 10 InMMiitoiuJ Paietii Qaadiicaiioii (IPQ or to bach naiioiiul dafiaoao ud IPC 






a FIELDS SEARCHED ■ : " • 




Mtmmum rtooimmution wardicd (duaficBiiim lyisun foUowcd by duafic 

IPC 6 .A61K \ 


ilioii symbolt) 






pocuBMUUada acaiictkcd oih<r dun miminum docutneoutioa to the .cncnt Uut aidi documcnis m indudcd ia (|M (iddt Mantled 




Elcciniiiici 


lata hue consulicd dunnt 0* wteinninnd [Sjcardt (aaree-of dati tit 


lae and,' whsc'pracdeaL Merdi tenitt used) 




CDOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 






gtatioo of rtnnimmi, widi iadicdiqiw whew appwpaatt^ of the rdevant pawago, - 


R,dev!Mt'tb daim No, 




X 
X 

A 


INDIAN JOUIWAL OF EXPERIMENTAL. 

vol . 22/ no. 6. 1984» 

pages 333-334, XPe0Q574699 : • 

CHAKWBARTY, MISHRA: "LOSS OF PUSMID • : 

LINKED DRUG RESISTANCE AFTER TREATMENT 

WITH lODO-DEOXYURIDINE" ; : 

see page '334. ;• 

TODAY'S LIFE SCIENCE/ ' ■ ' ' 

vpli 2. no. 9. 1990, 

pages 32^38 80, XPeOO575102 

S. LOCARNINI: 'HEPATitlS B ANTIVIRAL 

' THERAPY" ;■••:>• . . •••• 
see page 37, left-hand col uini r page 38, 
middle col uiiin; table 1 . 
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' INTERNATIONAL SEARCH REPORT 




Internaiional application No; 
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FftU 1 ' Bemcrkunscn su den AnsprficlKn^'die sich aIs nicht rcchcrchtcrbar crwiescn 


liabai°(Fartse«nint v?" Pinkl 1 MiTBIatt 1) 




Graiifl Artikel 17(2)^) wurde aut folgcndcn Graiiden /ttr bcstimintc Ajiiprdchc kcin.RccberchRifacnchi crittUc 

1. [ 1 Awpriichc Nr. ' . 

T^"^ wci] Sic neb »uf Ocgcnstiiiide bczichen« zu cicrcn Recherche die Bchttrde niche verpflichiel bt, nlmUch ' 

2. AmprttehtNf. 

wril sic fieh «uf Teilc der BtUrmiionmlcii Anmcldung bcztehcn, dk den vorgcschrtcbcnen Anfordcnmgto fo wenig cnttpf«hcn. 
daB emc tinnvoJIe intsrnauonale Recherche nidit durdigefUhri 

in v1ew:of the large nuinber of . compounds which are defined by the wording 
of the claims, the search has been performed on the. general, idea. and 
•conpounds nentioned in th^. examples of. the description! 

3. rn AnspriAche Nr. 

.wcU cx sidtk dabd. urn mbhdUiBge AiuprOche.hinddK,.di« nichi ctiuprechend S*KX 2 und 9 4tr Rcgcl 6.4 a) abgcfaflc gind. 




FeU 11 BoncrHttiiccii bei mMgclnder Elnhchlklikut der Erliadiiiig (Fbrtictzung von Piankt 2 auTBIntt 1) ... . 


pie jnienwrinnale RechercbeobebArde b&l lestg«sulit« dsO dtcae mtemacionalc Anmeldung rmfarere Erlindungen enlbltc 

1. 1 1 Da der Annieider iOe erfqrd^Kchai xutiaUchcn Recfcercbengefaahrm recfatzcitlg-entriGhtBt bat,' ersttedn ficfa disnr 

iattpaaiieBale RariiuciMJibei ieht auf alle i ecl«i Uiier beren AnsprQche der immuuiiiiwlcn Anm^dting. ; 

2. i 1 Da fOr alle rcchercfaierbirea AnsprOcfa* die ReefatrdM obne dnten ArWlsaiilWaiMl durchgelQhrt wcrdcn konnte, der me . ■ 

luiinlkha Rtchircbengebtlhr tv^hdcriist bAfU, hat' die Inicrnuianale Rcchcrchenbchdide. aicht zur. Zahlung cincr eolchea 
0<bQhr pufgefordcrL' . • ' . 

' fanmiarimialt Rcchercbenbcrkht nur auT die AnsprOshe der imeniarlnnalm AnmddupS. fOr die Ocbflhren coirichtet warden 
. tbid» Blrolidi auf die Amprflche Nr. * 

4. [ 1 Der Anneldcr hat die crfordcriicfaen zinrMtTlichcn Rccfacrchcngebahrcn ntcht rechczciUg entnchtct. Der intcrnaimnele Re«hcr* 
chenbench&iieschrKnkt sich daher auf die an deh AmprOiiiea zuem erwthAU E/ftndung; die» Ut In folgenden AnsprUcfaen er> 

' * . . ' j [ Die Zabiung' nif In tirher Gebflhren erfalgtt ohne WMcrepruch. 
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